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F2RL3基因甲基化水平在血栓性疾病中的表达
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　　[摘要]　目的:探讨血栓形成性疾病患者F2R样凝血酶/胰蛋白酶受体3(F2RL3)基因甲基化水平,以评价

F2RL3基因甲基化鉴别血栓性疾病的效能。方法:收集246例血栓性患者的EDTA-K2 抗凝全血标本,包括颈内

静脉血栓(IJVT)37例、下腔静脉栓塞(IVCT)49例、下肢静脉栓塞(LEVT)32例、心肌梗死(MI)52例、脑梗死

(CI)76例和健康对照组(Ctrl)76例,采用实时荧光定量PCR技术检测全血F2RL3 基因启动子甲基化水平,并分

析其与危险因素的相关性。结果:①246例血栓性疾病患者全血F2RL3 基因甲基化水平为(0.49±0.11),低于

Ctrl组(0.60±0.15),差异有统计学意义(P<0.05)。②静脉血栓患者(VT组)全血F2RL3 基因甲基化水平为

(0.50±0.08),动 脉 血 栓 者 (AT 组)F2RL3 基 因 甲 基 化 水 平 为 (0.49±0.12),均 低 于 Ctrl组 (P <
0.05)。③IVCT组患者(0.48±0.08)、LEVT组患者(0.49±0.11)和 CI患者(0.48±0.09)F2RL3基因甲基化

水平低于Ctrl组,差异有统计学意义(P<0.05)。结论:全血F2RL3基因甲基化水平降低可辅助诊断血栓形成

性疾病。
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Abstract　Objective:ToanalyzethemethylationlevelofF2RL3(coagulationfactorIIthrombinreceptor-like
3)geneinpatientswithvariousthromboticdiseases.Method:EDTA-2Kanticoagulatedwholebloodwerecollected
oftotalof246patientswiththromboticdisease,including37casesofinternaljugularveinthrombosis(IJVT),49
casesofinferiorvenacavathrombosis(IVCT),32casesoflowerextremityvenousthrombosis(LEVT),52casesof
myocardialinfarction(MI),and76casesofcerebralinfarction(CI)and76healthycontrols(Ctrl).Real-timefluores-
centquantitativePCR(RT-PCR)wasusedtodetectthewholebloodF2RL3genepromotermethylationlevel.Re-
sult:In246patientswiththromboticdisease,theF2RL3genemethylationlevelwasdecreasedinwholebloodsam-
ples,andthemethylationlevelofF2RL3geneinvenousthrombosisandarterialthrombosiswasdecreased.Conclu-
sion:ThereductionofF2RL3methylationlevelinwholebloodcanassistinthediagnosisofthromboticdiseases.
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　　血栓形成是与心肌梗死和中风等相关的动脉

疾病中的关键事件,而静脉血栓形成也是癌症患者

死亡的第二大主要原因,其发病率和死亡率相当

高〔1〕。DNA甲基化是调控基因表达和基因组稳定

性的重要表观遗传机制〔2〕,DNA 甲基化表观遗传

学作为控制基因表达的潜在机制的作用近年来在

心血管疾病中也有较多的报道,尤其是在人类动脉

粥样硬化斑块和过度低密度脂蛋白胆固醇合成中

的报道尤为值得注意〔3-5〕。研究发现,F2RL3 基因

甲基化水平参与了吸烟诱导的血管系统和血小板

功能的改变,以及分娩和早产时人肌层功能的调

节〔4-6〕。本研究旨在探讨F2RL3 基因 CG03636183
位点的甲基化水平在血栓疾病中的差异性,以期为

F2RL3基因甲基化作为鉴别各种血栓性疾病的诊

断指标提供实验依据。

1　资料与方法

1.1　一般资料

收集2017-07—2018-07我院诊断为血栓性疾

病的患者(Thrombus组)246例,男104例,女142
例;年 龄 (56.1±16.8)岁;其 中 颈 内 静 脉 血 栓

(IJVT)37例,下腔静脉栓塞(IVCT)49例,下肢静

脉栓塞(LEVT)32例,心肌梗死(MI)52例,脑梗死

(CI)76例。对照组为同期在我院体检健康者72
例(Ctrl),男35例,女37例;年龄(35.2±12.4)岁。
所有参与者通过标准化的自填式问卷,均已签署书

面知情同意书,健康相关数据均在住院康复初期获

得。有关二级诊断和出院药物处方的其他信息是

从医院记录中提取。
1.2　仪器与试剂

5810R高速低温离心机购自德国 Eppendorf
公司;超净台购自上海跃进医疗器械有限公司;
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RocheLightCycler480II实时荧光定量PCR仪购

自美国Roche公司;OD-1000超微量核酸检测仪购

自美国 Thermo公司;实时荧光定量 PCR 检测试

剂盒(iTaqUniversalSYBRGreenSupermix)购自

美国Bio-Rad公司。DNA 亚硫酸盐修饰试剂盒

(EZDNA Methylation-GoldKit)购自美国 Zymo
Research公司。血液/组织/细胞基因组提取试剂

盒(DP304)购自天根生化科技(北京)有限公司)。
1.3　标本采集

采集246例血栓性患者入院治疗前和对照组

患者76例清晨空腹肘静脉全血各2mL,于含有

EDTA-K2 抗凝真空管里,于4℃保存待用。
1.4　全血DNA提取和甲基化处理

采用用酚法,按照血液/组织/细胞基因组提取

试剂盒说明书操作提取全血 DNA,用 OD-1000超

微量核酸检测仪检测 DNA 浓度和纯度,确定浓度

后-20℃保存待用。取基因组 DNA 样本800ng,
按照 EZDNA Methylation-Gold试剂盒说明书操

作进行亚硫酸亚铁转化,在 Methprimer网站进行

甲基化引物(Methylationspecificprimer,MSP)和
非甲 基 化 引 物 (Uneethylationspecificprimer,
MSP)的 设 计,并 由 上 海 生 工 公 司 合 成 引 物。
F2RL3 基 因 甲 基 化 上 游 引 物:5′-GGTTAG-
TATTTATAG(T/C)GTTAGTTTATTGGTC-
3′,下 游 引 物:5′-TATACCAATAACAATAA-
CACCCTAAAAC-3′,产物大小为160bp;非甲基

化上 游 引 物:5′-GGTTAGTATTTATAG(T/C)
GTTAGTTTATTGGTT-3′,下 游 引 物:5′-TAT-
ACCAATAACAATAACACCCTAAAAC-3′, 产

物大小为160bp。采用罗氏480荧光定量PCR仪

检测 F2RL3基因甲基化水平比值。MSP反应体

系为20μl,其中亚硫酸盐修饰 DNA 模板4μl,

SYBRGreenSupermix10μl,10μmol/L上、下游

引物各1μl,无核酶ddH2O补足至20μl。反应条

件:95℃5min,95℃20s,58℃30s,72℃20s,共
38次循环,用荧光定量PCR仪自带软件,于45~
97℃检测并分析熔融曲线,97℃保存。以SssI甲

基化酶处理的 DNA 为甲基化阳性对照。以健康

成人外周血淋巴细胞 DNA 全基因组扩增为非甲

基化阴性对照。甲基化程度计算公式:MSP 和

USP的cq值计算甲基化程度。
1.5　统计学分析

采用SPSS16.0统计学软件进行统计学分析。
临床患者基本信息构成比比较采用χ2 检验,2组

间比较采用t 检验,多组间比较用单因素方差分

析,所有检验均为双侧,以P<0.05为差异有统计

学意义。

2　结果

2.1　血栓性疾病患者全血F2RL3基因甲基化水平

246例 Thrombus组患者全血F2RL3 基因甲

基化水平为(0.49±0.11),明显低于72例 Ctrl组

(0.60±0.15),差异有统计学意义(t=3.77,P<
0.05,图1)。进一步比较静脉血栓组(VT组)118例

(IJVT37例,IVCT49例和LEVT32例)和动脉血

栓组(AT 组)128例(MI52例和CI76例)F2RL3基

因甲基化水平,结果发现 AT 组和 VT 组全血中

F2RL3基因甲基化水平均低于对照组,其中 AT
组为(0.49±0.12),VT组为(0.50±0.08)(图2)。
2.2　各种血栓形成性疾病患者F2RL3 基因甲基

化水平比较

各组 进 行 甲 基 化 水 平 比 较 发 现 I,VCT 组

(0.48±0.08)、LEVT 组(0.49±0.11)和 CI组

(0.48±0.09)F2RL3 基因甲基化水平低于 Ctrl
组,差异有统计学意义(图3)。

图1　2组F2RL3基因甲基化水平比较;图2　3组F2RL3基因甲基化水平比较;图3　各种血栓形成性疾病患者F2RL3基

因甲基化水平比较

3　讨论

凝血酶是一种丝氨酸蛋白酶,在凝血级联反应

中发挥着重要作用,它能够激活凝血酶原,使纤维

蛋白原转化为纤维蛋白〔7〕,促进血栓形成。凝血酶

通过激活跨膜 G蛋白偶联蛋白酶活化受体(Prote-
ase-activatedreceptors,Pars)使血小板固定配基暴

露,从而引起血小板聚集、释放和膜糖蛋白改变的

一系列活化表现。Pars有 4 种主要亚型(F2R、
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F2RL1、F2RL2和 F2RL3,也称为 Pars1、2、3和

4),其中F2R、F2RL2和F2RL3被凝血酶激活,而
F2RL1被胰蛋白酶激活。这些Pars可广泛表达于

各种组织细胞中,包括血小板、血管和非血管平滑

肌、成纤维细胞和内皮细胞等〔8〕。
凝血酶通过连接和切割血小板表面F2RL3激

活血小板,使血小板释放二磷酸腺苷(ADP)、5-羟色

胺和血栓素 A2〔9〕。这些激动剂又能够激活其他血

小板,由此导致血栓形成信号的级联放大反应〔10〕。
已有研究表明,蛋白酶激活受体4参与多个心

血管病理生理学过程,尤其是血管炎症、血小板功

能和围手术期心肌损伤〔11-13〕。目前已确定F2RL3
具有活化血小板和介导细胞信号传导的作用〔14-15〕。
LidijaCovic将抗PAR4肽素注入小鼠体内,发现

出血时间延长,抑制了机体血小板的活化,可作为

一种潜在的药物靶点,阻断特定信号的传导通路,
从而抑制血栓的形成,表面 F2RL3在血栓形成性

疾病中具有重要的临床价值〔16-17〕。我们的研究也

发现,血栓性疾病患者的全血F2RL3 基因甲基化

水平降低,不管是动脉血栓还是静脉血栓患者,说
明F2RL3基因甲基化水平与血栓形成密切相关。
此外,我们对各种血栓疾病患者的全血F2RL3 基

因甲基化水平进行了分析,发现主要是心肌梗死、
下肢静脉栓塞和下腔静脉栓塞患者的F2RL3 基因

甲基化水平降低。而血栓形成过程中血小板发挥

了重要的作用,是否血小板表面的 F2RL3受体表

达改变将是我们进一步研究F2RL3 基因甲基化与

血栓形成的方向。
有研究表明血栓性疾病具有遗传性,且具有种

族差异性,因此具有家族性血栓性形成性疾病的人

们尤其需要注意家族遗传,提高防护意识。以687
位白人和321位非裔美国人为研究对象,用肾上腺

素和二磷酸腺苷诱导血小板聚集,结果显示白人

(0.36~0.42)和非裔美国人(>0.71)中均表现出

中等到极强的遗传力,而非裔美国人血浆中胶原诱

导的血小板聚集的遗传力仅在非裔美国人中显著,
这可能是由于某些具有遗传特性的基因改变了血

小板的反应性,使其生物学性质发生改变〔17〕。而

我们的研究并未进行家族史调查研究,今后可进行

相关遗传方面的研究,以进一步阐明血栓形成性疾

病的危险因素。
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